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CAROTINE SYNTHESIZING ABILITIES AND PROBIOTIC PROPERTIES OF 
BACTERIA OF BACILLUS GENUS
It was studied the literature data of the ability of bacteria of the genus Bacillus to form red and yellow colors’ 
pigments, analyzed their structure and biochemical routes of synthesis. It was investigated that the vast majority 
of pigments produced by Bacillus  spp. relates to compounds of carotenoids nature. Also was evaluated the 
probiotic abilities of Bacillus strains and proposed the opportunity to further use of carotene-producing strains 
in the veterinary.
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АНАЛІЗ чАсТОТ УТВОРЕННЯ НЕЗБАЛАНсОВАНих  
ЗА хРОМОсОМНиМ НАБОРОМ сПЕРМАТОЗОїДІВ  
У НОсІїВ ТРАНсЛОКАцІй
Проведено аналіз частот утворення незбалансованих гамет у носіїв реципрокних та робертсо-
нівських транслокацій методом флуоресцентної гібридизації in situ на деконденсованих інтерфаз-
них ядрах сперматозоїдів із використанням комбінацій флуоресцентних зондів, що дозволяли іден-
тифікувати усі варіанти сегрегації хромосом. У носіїв робертсонівських транслокацій виявлено 
гомогенну картину сегрегації хромосом з переважанням альтернативного типу сегрегації з утво-
ренням нормальних / збалансованих гамет. Середня частота утворення незбалансованих гамет 
становила 20,4 ± 8,3 % (від 5,8 % до 32 %). У носіїв реципрокних транслокацій зареєстровано інди-
відуальне варіювання частот утворення незбалансованих гамет (від 49 % до 68,1 %, в середньому 
58,5 ± 6,5 %) залежно від хромосом і точок розриву та сполучення, що залучені до перебудови. Отри-
мані результати розглянуті в контексті їх використання для медико-генетичного консультування 
носіїв збалансованих транслокацій.
Ключові слова: реципрокні транслокації, робертсонівські транслокації, сегрегація хромосом, 
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Вступ
Хромосомні аномалії є одним із етіологічних 
чинників безпліддя. Збалансовані робертсонів-
ські та реципрокні транслокації – найпоширені-
ші структурні перебудови хромосом, які виявля-
ють у новонароджених із частотою 1,23:1000 
та 1:625 відповідно [1]. Частота таких перебудов 
у пацієнтів із безпліддям вища і становить близь-
ко 1–3 %, залежно від особливостей досліджува-
ної групи [2; 3]. Носійство збалансованих хро-
мосомних перебудов, як правило, не має феноти-
пового прояву, однак призводить до підвищеного 
ризику невиношування та народження дітей із 
хромосомною патологією через утворення не-
збалансованих гамет. Кон’югація дериватних 
хромосом та їхніх гомологів у мейозі забезпечу-
ється за рахунок утворення специфічних струк-
тур – тривалентів у носіїв робертсонівських 
транслокацій та тетравалентів у носіїв реци-
прокних транслокацій [4]. Тип анафазного роз-
ходження три- та тетравалентів визначає утво-
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рення збалансованих (альтернативний тип се-
грегації) або незбалансованих гамет (сумісний 
тип сегрегації, 3:0, 3:1) (рис. 1).
Метод флуоресцентної in situ гібридизації 
(FISH) на інтерфазних ядрах сперматозоїдів із 
використанням комбінацій проб для виявлення 
незбалансованих варіантів хромосомного набо-
ру дозволяє визначати частоту утворення спер-
матозоїдів із нормальним / збалансованим 
та незбалансованим хромосомним набором 
(рис. 1). Існує низка досліджень особливостей 
сегрегації хромосом у носіїв як реципрокних, 
так і робертсонівських транслокацій [5–8]. Од-
нак результати цих досліджень щодо частоти 
утворення незбалансованих гамет є суперечли-
вими та недостатніми для визначення груп па-
цієнтів із високим та низьким ризиками хромо-
сомних аномалій плода. Тому у випадку настан-
ня вагітності носіям транслокацій показано 
проведення пренатальної діагностики для ви-
ключення хромосомної патології плода. Аль-
тернативою процедурі інвазивної діагностики 
та медичному перериванню вагітності при ви-
явленні незбалансованого каріотипу плода є 
проведення передімплантаційної генетичної 
діагностики (ПГД), яка можлива лише у про-
грамах допоміжних репродуктивних техноло-
гій (ДРТ). Оскільки, зазвичай, носії хромосом-
Рис. 1. а, б, І, ІІ, А, Б, В, Г – схематичне зображення утворення тетравалентів та тривалентів та їх сегрегації  
у сперматозоїдах та можливі комбінації флуоресцентних сигналів для детекції сегрегаційних варіантів: І – носії  
реципрокних транслокацій; ІІ – носії робертсонівських транслокацій: А) альтернативний тип сегрегації; Б) сумісний 
тип сегрегації–1; В) сумісний тип сегрегації–2; Г) сегрегація за типом 3:1 та 3:0
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них перебудов характеризуються порушенням 
сперматогенезу різного ступеня – від астенозо-
оспермії до тяжкої олігоастенотератозооспер-
мії – у програмах ДРТ, як правило, застосовують 
інтрацитоплазматичну ін’єкцію сперматозоїда 
(ICSI). У нормі сперматозоїди із хромосомними 
аномаліями мають низький потенціал до заплід-
нення, оскільки природна селекція гамет із нор-
мальним хромосомним набором, як правило, 
унеможливлює запліднення або утворення зи-
гот із серйозними хромосомними аномаліями. 
Однак застосування ICSI забезпечує подолан-
ня цього ефективного природного бар’єру і, як 
наслідок, збільшує ймовірність передачі незба-
лансованих варіантів хромосомних перебудов 
нащадкам, що підвищує ризик виникнення 
у них аномалій генетичної природи [9; 10]. 
ПГД у таких випадках для перенесення у по-
рожнину матки ембріонів із нормальним / зба-
лансованим хромосомним набором за резуль-
татами діагностики дозволяє не лише знизити 
ризик невиношування та народження дітей із 
хромосомною аномалією, а й підвищити ймо-
вірність настання вагітності [11; 12]. Визна-
чення частки незбалансованих сперматозоїдів 
у носіїв транслокацій забезпечує індивідуалі-
зований підхід до медико-генетичного кон-
сультування таких пацієнтів, дозволяючи оці-
нити ймовірність отримання ембріонів із нор-
мальним / збалансованим хромосомним 
набором у програмах ДРТ із ПГД. Тому метою 
дослідження було проаналізувати особливості 
сегрегації хромосом у сперматозоїдах носіїв 
реципрокних і робертсонівських транслокацій 
і визначити частоту утворення незбалансова-
них гамет.
Матеріали та методи
Хромосомні перебудови (8 реципрокних та 9 
робертсонівських транслокацій) у чоловіків 
було виявлено при дослідженні каріотипу лім-
фоцитів периферичної крові подружніх пар, що 
звернулись для лікування безпліддя до Клініки 
репродуктивної медицини «Надія». Цитогене-
тичне дослідження проводили за стандартним 
методом; точки розриву і сполучення ідентифі-
кували при аналізі GTG-забарвлених метафаз-
них хромосом із мінімальною роздільною здат-
ністю від 450 до 550 дисків на гаплоїдний геном; 
за необхідності, для уточнення точок розриву 
та сполучення використовували FISH з індиві-
дуальними зондами. Дослідження еякуляту про-
водили згідно із рекомендаціями Всесвітньої 
організації охорони здоров’я [13].
Особливості сегрегації хромосом досліджу-
вали за допомогою FISH на інтерфазних ядрах 
фракції сперматозоїдів із прямолінійно-посту-
пальним рухом, яку фіксували фіксатором Кар-
нуа. Деконденсацію ядер сперматозоїдів прово-
дили в 1 н розчині NaOH з подальшою дегідрата-
цією у 70 % та 96 % розчинах етилового спирту. 
Суміш проб для гібридизації підбирали індивіду-
ально. Для носіїв реципрокних транслокацій ви-
користовували комбінацію із щонайменше трьох 
проб (однієї дистальної та двох проксимальних 
або двох проксимальних та однієї дистальної 
до точок розриву) [14; 15]. Для носіїв робертсо-
нівських транслокацій застосовували комбінацію 
із двох проб для ділянок хромосом, що залучені 
до перебудови. Використовували центромерні, 
субтеломерні та локусспецифічні комерційні 
проби (Vysis, Cytocell, Kreatech). Зразки денату-
рували у 0,25 % розчині формаміду в 2 x SSC бу-
фері. Гібридизацію проводили за допомогою 
HybriMax (Abbott Molecular). Постгібридизацій-
на обробка предметних скелець включала проми-
вання у 0,4 x SSC / 0,3 % NP-40 (pH=7) 2 хв при 
температурі 72 °C та промивання в 2 x SSC / 
0,1 % NP-40 (pH=7) 1 хв при кімнатній темпера-
турі. Предметні скельця покривали DAPI II 
(Vysis). Мікроскопічне дослідження проводили 
за допомогою мікроскопа дослідницького класу 
AxioImagerM1 (Zeiss), результати документува-
ли у комп’ютерній програмі Isis (MetaSystems). 
Оцінювали препарати із гібридизаційною ефек-
тивністю вищою за 99 %. Сперматозоїди із ядра-
ми, що перекривались, та із порушенням ціліс-
ності головки не враховували.
Статистичний аналіз проводили в MsExcel. 
Для порівняння частот застосовували критерій χ 2.
Результати дослідження та їх обговорення
Загалом проаналізовано 7659 сперматозоїдів 8 
носіїв збалансованих реципрокних транслокацій 
та 8000 сперматозоїдів 9 носіїв робертсонівських 
транслокацій. У пацієнтів виявлено порушення 
сперматогенезу: у 6 чоловіків (35 %) виявлено ас-
тенотератозооспермію, у 10 (59 %) – олігоастено-
тератозооспермію, у 1 (6 %) – астенозооспермію.
Носії робертсонівських транслокацій ха-
рактеризувались гомогенною картиною сегре-
гації хромосом із переважною сегрегацією 
за альтернативним типом з утворенням гамет 
із нормальним/збалансованим хромосомним 
набором. Частота сперматозоїдів із незбалан-
сованим хромосомним набором варіювала від 
5,8 % до 32 % (в середньому 20,4 ± 8,3 %) 
(табл. 1).
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Переважання альтернативного типу сегрегації 
хромосом у сперматозоїдах носіїв робертсонів-
ських транслокацій зумовлено утворенням трива-
ленту у профазі І мейозу із cis-конфігурацією, що 
має схильність до сегрегації за альтернативним 
типом [16]. За даними літератури, частка збалан-
сованих гамет у носіїв робертсонівських трансло-
кацій коливається від 71,5 % [17] до 90,9 % [18]; 
у досліджуваній групі – від 68 % до 94,4 %. Таке 
варіювання у частотах збалансованих гамет може 
мати або біологічну, або технічну природу. Зокре-
ма, за даними аналізу 51 дослідження мейотичної 
сегрегації у носіїв робертсонівських транслока-
цій виявлено, що частоти утворення збалансова-
них гамет є більш гомогенними серед пацієнтів, 
обстежених у одній лабораторії. Таке варіювання 
у частотах може бути обумовлено, певною мірою, 
лабораторними аспектами дослідження, такими 
як протокол FISH, типи та комбінації проб та кри-
терії підрахунку сигналів, що застосовують-
ся [19]. Однак існують дані, що свідчать і про біо-
логічну природу варіювання частот сегрегацій-
них варіантів. Зокрема, виявлено кореляцію між 
співвідношенням збалансованих та незбалансо-
ваних сперматозоїдів та певними характеристика-
ми еякуляту носіїв транслокацій: концентраці-
єю [20], зрілістю [8], рівнями маркерів апоптозу 
та фрагментації ДНК [21]. Ймовірно, наявність 
змін у нормальному процесі сегрегації хромосом 
у носіїв транслокацій призводить до порушення 
сперматогенезу, наприклад через блокування клі-
тинного циклу внаслідок затримки анафази та по-
дальшої загибелі клітини через апоптоз, як пока-
зано для мишей-носіїв робертсонівських тран-
слокацій [22]. Накопичення інформації щодо 
асоціацій між частотами утворення незбалансо-
ваних сперматозоїдів та певними характеристика-
ми еякуляту дозволить не лише визначити приро-
ду варіювання частот сегрегаційних типів серед 
носіїв транслокацій, а й застосовувати певні кри-
терії (як, наприклад, рухливість, зрілість) для від-
бору фракції сперматозоїдів із вищою ймовірніс-
тю нормального / збалансованого хромосомного 
набору перед проведенням ICSI.
При дослідженні сперматозоїдів носіїв реци-
прокних транслокацій нами виявлено переважне 
утворення незбалансованих гамет (від 49 % 
до 68,1 %, в середньому 58,5 ± 6,5 %) (табл. 2).
Через низьку популяційну частоту реци-
прокних транслокацій дослідження особливос-
тей сегрегації хромосом у сперматозоїдах носі-
їв обмежені поодинокими випадками [23–26] 
або групами із кількох пацієнтів [7; 8; 18; 21]. 
За даними досліджень сегрегації хромосом 
у сперматозоїдах носіїв реципрокних трансло-
кацій, виконаних до 2007 р., частота утворення 
незбалансованих гамет становить від 18,6 % 
до 62,8 % (в середньому 42,5 ± 10,7 %) [19]. Та-
ке варіювання частот може бути зумовлено як 
цитогенетичними характеристиками хромосом-
ної перебудови, які визначають особливості 
формування тетравалентів (локалізація точок 
розриву та сполучення, розмір транслокованих 
сегментів), так і технічними особливостями до-
слідження сегрегації методом FISH. Зокрема, 
для дослідження особливостей сегрегації хро-
мосом у сперматозоїдах носіїв реципрокних 
транслокацій застосовують щонайменше три 
проби, мічені різними флуорохромами, у тому 
числі, центромерні, теломерні та локусспеци-
фічні проби, які мають різну гібридизаційну 
ефективність. У окремих випадках зниження 
Таблиця 1. частоти варіантів сегрегації хромосом у сперматозоїдах носіїв робертсонівських транслокацій
Тип транслокації
частка гамет із сегрегацією за певним типом, %
Alt
Adj-1, 
дисомія
Adj-1, 
нулісомія
Adj-2, 
дисомія
Adj-2, 
нулісомія
3:0
der(13;14) 78,4 3,2 5,4 4,8 6,9 1,4
der(13;14) 75,5 4,1 5,3 6,1 4,4 2,0
der(13;14) 81,2 3,8 4,2 2,9 3,6 3,7
der(13;14) 86,5 3,1 3,2 4,3 1,7 1,1
der(13;14) 69,4 7,3 8,6 5,9 4,4 4,2
der(14;21) 75,2 6,2 4,3 5,8 4,4 3,8
der(14;21) 84,3 3,3 4,5 2,9 2,1 2,8
der(14;21) 68,0 7,4 6,3 7,8 7,5 3,0
der(13;21) 94,4 1,5 1,3 1,7 1,1 0,2
Середнє значення 79,2 ± 8,4 4,4 ± 2,1 4,8 ± 2,0 4,7 ± 1,9 4,0 ± 2,2 2,5 ± 1,4
Примітки: Alt – альтернативний тип сегрегації; Adj-1 – сумісний-1 тип сегрегації; Adj-2 – сумісний-2 тип 
сегрегації; 3:0 – сегрегація за типом 3:0.
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ефективності гібридизації може призводити 
до втрати сигналів та артефактного зростання 
частот комбінацій сигналів, які відповідають 
незбалансованому набору хромосом. Лише до-
слідження особливостей сегрегації хромосом 
на значній вибірці носіїв реципрокних трансло-
кацій із використанням стандартного лабора-
торного протоколу в межах однієї лабораторії 
дало б можливість виключити технічну причи-
ну варіювання частот утворення незбалансова-
них гамет. На жаль, кількість таких праць обме-
жена. За даними Anton та колег [19], у 14 із 16 
пацієнтів виявлено гомогенну картину сегрега-
ції хромосом (середня частота утворення не-
збалансованих гамет становила 43,9 ± 4 %); 
за даними Escudero та колег [27], зареєстровано 
значне варіювання частот утворення незбалан-
сованих гамет серед 11 носіїв реципрокних 
транслокацій (від 81,4 % до 54,9 %, в середньо-
му 69,7 %). Отримані нами результати також 
свідчать про значну гетерогенність у частотах 
утворення незбалансованих гамет у носіїв ре-
ципрокних транслокації (від 49 % до 68,1 %, 
в середньому 58,5 ± 6,5 %). Ймовірно, саме кон-
фігурація тетравалентів визначає схильність 
до сегрегації за певним типом. Зокрема, більш 
симетричні конфігурації мають вищу схиль-
ність до розходження за типом 2:2, тоді як менш 
Таблиця 2. частоти варіантів сегрегації хромосом у сперматозоїдах носіїв реципрокних транслокацій
№
 п
ац
іє
н
та
Транслокація Alt, % Adj-1, % Adj-2, % 3:1 Σ
, 
н
ез
ба
л
ан
со
ва
н
і
1 t(6;7)(q12;p15) 38,3 43,5 10,3 4,0 61,7
2 t(1;5)(p13;q11.2) 46,3 26,5 20,8 4,3 68,1
3 t(5;19)(q11.1;q12) 41,4 25,8 23,5 7,9 58,6
4 t(10;19)(p14;p12) 31,9 52,2 6,0 8,0 65,2
5 t(1;10)(p36;p11.2) 51,0 24,0 20,8 2,9 49,0
6 t(15;22)(q24;q11) 49,7 23,2 22,4 3,9 50,3
7 t(2;17)(q31;p13) 34,8 20,6 30,4 12,0 61,8
8 t(2;15)(q21.2;q25) 38,2 28,9 25,9 3,3 53,7
Середнє значення 41,5 ± 7 30,6 ± 11 20,0 ± 8 5,8 ± 3,2 58,5 ± 6,5
Примітки: Alt – альтернативний тип сегрегації; Adj-1 – сумісний-1 тип сегрегації; Adj-2 – сумісний-2 тип 
сегрегації; 3:1 – сегрегація за типом 3:1.
Рис. 2. Схема утворення закритої (І) та відкритої (ІІ) конфігурації тетраваленту у метафазі І мейозу
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симетричні (наприклад, у випадку залучення 
акроцентричних хромосом або локалізації то-
чок розриву та сполучення у термінальних ді-
лянках хромосом) утворюють відкриті конфігу-
рації тетравалентів за типом ланцюга, які із ви-
щою ймовірністю сегрегують 3:1 (рис. 2).
Висока частота утворення гамет із хромосом-
ними аномаліями у носіїв збалансованих тран-
слокацій зумовлює підвищений ризик невиношу-
вання та народження дітей із незбалансованим 
каріотипом. Природна селекція гамет для заплід-
нення та селекція ембріонів під час розвитку, 
у тому числі в умовах in vitro у програмах ДРТ, 
знижують ймовірність настання вагітності пло-
дом із незбалансованим хромосомним набором. 
Проте емпіричні ризики невиношування досяга-
ють 20 % – 40 % [4; 28], а народження дитини із 
хромосомною аномалією – від 0,1 % до 13,8 % за-
лежно від перебудови [29]. Тому носіям збалансо-
ваних транслокацій показано проведення ПГД, 
яка дозволяє суттєво знизити ризик невиношу-
вання та підвищити ймовірність настання вагіт-
ності за рахунок перенесення у порожнину матки 
ембріонів із нормальним / збалансованим хромо-
сомним набором. У таких випадках результати 
дослідження сегрегації хромосом сперматозоїдів 
можуть бути використані для прогнозування 
частки нормальних / збалансованих ембріонів, та, 
відповідно, успішності циклів ДРТ із ПГД, оскіль-
ки частоти сегрегаційних варіантів у передімп-
лантаційних ембріонах корелюють із аналогічни-
ми частотами у сперматозоїдах [27]. Тому FISH 
дослідження сперматозоїдів можна використову-
вати як прогностичний тест перед проведенням 
ПГД, однак, на жаль, не можна застосовувати для 
відбору гамет із нормальним / збалансованим 
хромосомним набором.
Висновки
1.  У носіїв робертсонівських транслокацій вияв-
лено гомогенну картину сегрегації хромосом 
у сперматозоїдах із переважанням альтернатив-
ного типу сегрегації з утворенням гамет із нор-
мальним / збалансованим хромосомним набо-
ром. Частота виникнення незбалансованих 
сперматозоїдів варіювала від 6 % до 32 % 
та в середньому становила 20,4 ± 8,3 %.
2.  У носіїв реципрокних транслокацій виявлено ге-
терогенну картину сегрегації хромосом у спер-
матозоїдах із варіюванням частот утворення не-
збалансованих гамет від 49 % до 68,1 %, в серед-
ньому 58,5 ± 6,5 %.
3.  Визначення особливостей сегрегації хромосом 
у сперматозоїдах носіїв реципрокних та ро-
бертсонівських транслокацій слід використову-
вати для медико-генетичного консультування 
таких пацієнтів та індивідуальної оцінки ре-
продуктивних ризиків.
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L. Pylyp, N. Bilko
ANALYSIS OF CHROMOSOMALLY UNBALANCED SPERM FORMATION IN 
TRANSLOCATION CARRIERS
The frequencies of unbalanced gametes were analyzed by fluorescence in situ hybridization on 
decondensed interphase sperm nuclei of reciprocal and Robertsonian translocation carriers with the 
combination of probes that allowed identification of all variants of chromosome segregation. A homogenous 
segregation pattern with the predominance of normal/balanced sperm formation was observed in 
Robertsonian translocation carriers. The mean frequency of unbalanced gametes varied from 5.8 % to 32 % 
(mean 20.4 ± 8.3 %). Reciprocal translocation carriers had individual patterns of chromosome segregation; 
the frequency of unbalanced sperm ranged from 49 % to 68.1 % (mean 58.5 ± 6.5 %). The possible 
application of these results in genetic counselling of balanced translocation carriers is discussed.
Keywords: reciprocal translocation, Robertsonian translocations, chromosome segregation, unbalanced 
gametes.
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